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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Knochenersatzmaterial enthaltend lebende Zellen eine weiche Matrix 
und eine aushartende Matrix. Die Erfindung betrifft ebenfalls Verfahren zur Herstellung eines derartigen Knochener- 
5 satzmaterials sowie die Verwendung von Hydroxy I apatit-Zement zur Herstellung eines lebende Zellen enthaltenden 
Knochenersatzmaterials und deren Anwendung in einem geeigneten Spritzapparat. 

[0002] Bei zahlreichen Knochendefekten ist es wunschenswert, ein Knochenersatzmaterial zur Verfugung zu haben, 
mit dem diese Defekte aufgefullt werden konnen. Beispielefur derartige Defekte sind im Kieferbereich Parodontose 
oder Atrophien, im Handbereich Defekte nach Knochentumorresektionen und Traumata und Defekte der Wirbelsaule, 

10 des Schadels und der Rohrenknochen, beispielsweise bei Osteoporosefrakturen und Tumorresektionen. 

[0003] Im Stand der Technik sind verschiedene Knochenersatzmaterialien bekannt. Knochenersatzmaterialien, die 
verformt werden konnen, werden oft als "injizierbarer Knochen" bezeichnet. Bisherige Losungen unter diesem Begriff 
beinhalten entweder Hydrogele mit knochenbildenden Zellen, Hydrogele mit osteoinduktiven Proteinen oder Polymere, 
die sich in situ verfestigen, mit oder ohne osteoinduktiven Faktoren. Jede dieser Losungen hat spezifische Nachteile. 

15 [0004] Entweder enthalten die Materialien keine knochenbildenden Zellen, sie konnen also nicht osteogen wirken. 
In der Regel wird ein Biomaterial oder Knochenzement als homogene Plombe in einen Knochendefekt gespritzt, die 
nicht mehr resorbierbar und durch Knochen ersetzbar ist. Unter mechanischen Belastungen kommt es zur Ermudung 
und zum Bruch des Implantats. Materialien, die Zellen enthalten, weisen zwar potentielle Osteogenitat auf, besitzen 
aber keine Stabilitat. Diese Materialien, meist in Form von Hydrogelen, konnen auch nicht geformt werden und haben 

20 keine Plastizitat. Polymere, die in situ ausharten, wirken oft toxisch auf die Zellen. Die US-Patentschrift 5,914,121 
offenbart eine Zusammensetzung zur Implantation in ein Saugetier umfassend Fibroblasten, Hydroxylapatit-Pulver 
und Fibrin. Diese Zusammensetzung weist keine Sekundarstabilitat auf. weil sich das Material nach Implantation nicht 
verfestigt, sondern weiter verformbar ist. Grund dafiir ist, daft keramisches Hydroxylapatit-Pulver verwendet wird. Diese 
Zusammensetzung hartet nicht aus, da die Partikel keine Verbindung untereinander eingehen. Im Stand der Technik 

25 gibt es kein Knochenersatzmaterial, das lebende Zellen enthalt und somit osteogen wirken kann und zugleich ausrei- 
chende Sekundarstabilitat bereitstellt. 

[0005] Die US-PS 5 914 121 offenbart eine implantierbare, knochenbildende Zusammensetzung, enthaltend Kno- 
chenmark-Fibroblasten und Hydroxylapatit/Tricalcium-Phosphat-Pulver, die aber keine Sekundarstabilitat aufweist, 
weil sich das Material nach Implantation nicht verfestigt. 

30 [0006] Es besteht also ein dringendes Bedurfnis nach einem vorteilhaften Knochenersatzmaterial. 

[0007] Die Aufgabe wurde gelost durch ein Knochenersatzmaterial gemaR Anspruch 1 . Das erfindungsgemaRe Kno- 
chenersatzmaterial, das eine weiche Matrix, lebende Zellen und eine aushartende Matrix umfaRt. Fur das erfindungs- 
gemaRe Knochenersatzmaterial wurde eigens eine geeignete Misch- und Applikationseinheit entwickelt. 
[0008] Das erfindungsgemaRe Knochenersatzmaterial weist eine hervorragende Primar- und die Sekundarstabilitat 

35 auf. Unter der Primarstabilitat (auch "primare Plastizitat") eines Knochenersatzmaterials wird die Stabilitat einer Zu- 
sammensetzung zum Zeitpunkt der Applikation verstanden. Das Knochenersatzmaterial der vorliegenden Erfindung 
ist plastisch verformbar und kann in konkrete dreidimensionale Formen gehracht werden, je nach den anatomischen 
Erfordernissen. Das Material ist also nicht zu "flussig", da sich dann keine plastischen Gebilde wurden formen lassen. 
Es ist aber auch nicht zu starr, im Extremfall sogar vollig erhartet, da es dann nicht den Gegebenheiten des Falles 

40 einfach angepaRt werden konnte und da derartige "harte" Implantate in der Regel keine osteogenen Komponenten 
enthalten konnten. Unter Sekundarstabilitat ist die Stabilitat des Implantats nach dem Eingriff zu verstehen. Das Kno- 
chenersatzmaterial der Erfindung behalt nach dem Ausharten langfristig die dreidimensionale Form, die ihm verliehen 
wurde. Es ist druckstabil. Dies wird dadurch erreicht, daR das erfindungsgemaRe Material, das zuvor entsprechend 
geformt wo rden ist, in relativ kurzer Zeit vollstandig aushartet. 

45 [0009] Die weiche Matrix gewahrleistet das Uberleben der Zellen, ihre Migration und Organisation in der Matrix und 
ihre Differenzierung zu knochenbildenden Osteoblasten. Eine weitere Funktion der weichen Matrix ist, daR sie zur 
Primarstabilitat des Materials, also zur anfanglichen Formbarkeit, beitragt. Die weiche Matrix ist vorzugsweise eine 
Fibrinsuspension, bevorzugter eine autogene oder allogene Fibrinsuspension, die aus einer Fibrinogenlosung herge- 
stellt werden kann. Dies wird vorzugsweise durch Zugabe einer Thrombin-haltigen Losung, bevorzugter einer auto- 

50 oder allogenen Thrombin-haltigen Losung in Gegenwart von Calcium erreicht. Vor Zugabe des Thrombins kann die 
Fibrinogenlosung zur Stabilisierung des spater entstehenden Fibrins durch e-Aminocapronsaure, Aprotinin, Faktor 13 
oder ahnliche Substanzen angereichert werden. Die weiche Matrix kann gegebenenfalls angereichert sein mit Chon- 
droitinsulfat, Proteoglykanen, Sialoproteinen, Hormonen oder Wachstumsfaktoren. Beispiele fur Wachstumsfaktoren, 
die zum Einsatz kommen konnen, sind bFGF, PDGF, VEGF, Bone Morphogenetic Proteins, TGF-p und weitere be- 

55 kannte Faktoren. Nucleinsauren, die die Wachstumsfaktoren oder Hormone kodieren, konnen ebenfalls in der weichen 
Matrix enthalten sein, vorzugsweise in Form von Plasmiden. Erganzend konnen weitere viskose, gelierende und sich 
verfestigende Gele verwendet werden, wie zum Beispiel biologische Kollagengele, Gelatine. Alginate, Agarose, Poly- 
saccharide, synthetisches Kollagen, Hydrogele oderviskose Polymere. Es konnen auch kommerzielle Fibrinkleberwie 
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TissuCol® (Baxter) oder Beriplast (Aventis) eingesetzt werden. sie sind aber nicht bevorzugt. 

[0010] Bei den lebenden Zellen des erfindungsgemaBen Knochenersatzmaterials handelt es sich vorzugsweise um 
Osteoblasten oder Vorlauferzellen von Osteoblasten. Diese konnen durch kleine Knochenbiopsien des Beckens, Brust- 
beins, des Schadels oder Kiefers oder von Rohrenknochen gewonnen werden. Alternativ zu Knochenproben konnen 
5 auch Aspirate von Knochenmark aus dem Becken und aus dem Brustbein verwendet werden. Gegebenenfalls konnen 
die gewonnenen Zellen in vitro kultiviert und vermehrt werden. Vorteilhafterweise enthalt das Knochenersatzmaterial 
auch gefaBbildende Zellen, wie zum Beispiel Endothelzellen oder deren Vorlauferzellen. 

[0011] ErfindungsgemaB handelt es sich bei den Zellen entwederum solche, die von dem Patienten selbst stammen 
(autologe Zellen) oder um Zellen bzw. Zellinien, die von dem Empfanger to leriert werden. Beispiele hierfur sind em- 
10 bryonale Stammzellen sowie allogene mesenchymale Stammzellen, Fibroblasten, stromale Zellen oder Osteoblasten, 
Endothelzellen, Muskelzellen, bzw. deren Vorlauferzellen. Ebenfalls konnen autogene mesenchymale Stammzellen, 
Fibroblasten, stromale Zellen oder Osteoblasten, Endothelzellen, Muskelzellen, bzw. deren Vorlauferzellen verwendet 
werden. 

[0012] Das erfindungsgemaBe Material umfaBt auch eine erhartende Matrix. Dadurch verfestigt sich das Material 
15 innerhalb einer bestimmten Zeit zu einer stabilen Zusammensetzung. Bevorzugt verfestigt sich dieZusammensetzung 
innerhalb einer Stunde, am bevorzugtesten innerhalb von 15 Minuten. Das Knochenersatzmaterial weist eine pastose 
Konsistenz auf, wodurch die Primarstabilitat bereitgestellt wird. Dies bedeutet, daB das Material leicht an eine be- 
stimmte Form angepaBt oder in eine bestimmte Form gebracht werden kann. Die Primarstabilitat wird vorteilhafterweise 
durch die in der Zusammensetzung enthaltenen Fibrinstrange bereitgestellt. Die erhartende Matrix ist fur die Sekun- 
20 darstabilitat verantwortlich. Das bedeutet, daB die Zusammensetzung nach dem Erharten nicht mehr verformbar ist, 
sondern Druckfestigkeit aufweist. 

[0013] Vorzugsweise verbindet sich die erhartende Matrix durch Kristallisation zu Hydroxylapatit. Die feste Matrix 
kann durch anorganische Verbindungen z.B. aus kristallinen oder amorphen Calciumphosphaten (Tetracalciumphos- 
phat, cc-oder(3-Tricalciumphosphat, Dicalciumphosphat oderDicalciumphosphatdihydrat) hergestellt werden. Vorzugs- 

25 weise finden fertige sog. nicht-keramische Knochenzemente aus Kombinationen dieser Calciumphosphatverbindun- 
gen Anwendung (z.B. BoneSource®, Fa. Leibinger; Norian SRS®, Fa. Synthes-Stratec, USA; Biobone®, Fa. Merck, 
Darmstadt). Diese zeichnen sich dadurch aus ; daB sie eine rontgenspektrometrische Diffraktion ahnlich dem der mi- 
neralischen Phase des Knochens haben, sich endothermal oder isothermal bei Korpertemperatur von 37°C in 10-15 
Minuten zu mikroporosem Calciumphosphatzement durch Kristallisation verbinden, injizierbarsind, eine Druckstabilitat 

30 (ca. 60 Mpa) groBer oder gleich der von normalem Knochen aufweisen, chemische Verbindungen zum Empfanger- 
knochen eingehen und als osteokonduktive Leitschiene fungieren konnen. 

[0014] Calciumphosphatzement wird in vivo langsam resorbiert (ca. 35% in der ersten 12 Monaten). Das bevorzug- 
teste Material der sich erhartenden Matrix ist nicht-keramischer Hydroxylapatit-Zement. Einige Eigenschaften von Hy- 
droxylapatit-Zement sind in Costantino P. D. et al. (1991) Archives of Otolaryngology - Head and Neck Surgery 117, 

35 379 angegeben. Hydroxylapatit-Zement weist wesentliche Unterschiedezu sogenanntem keramischem Hydroxylapatit 
auf, welcher haufig in der klinischen Praxis verwendet wird. Hydroxylapatit-Zement verbindet sich erst durch direkte 
Kristallisation zu Hydroxylapatit. Die Bestandteile von Hydroxylapatit-Zement reagieren in waBriger Umgebung zu Hy- 
droxylapatit. Unter in vitro-Bedingungen bei 37° bindet reiner Hydroxylapatit-Zement in etwa 15 Minuten ab. Hydro- 
xylapatit-Zement im Sinne dieser Anmeldung ist ein Calciumphosphat-Zement, der sich durch einen Kristallisations- 

40 prozeB zu Hydroxylapatit verbindet. 

[0015] Um die Spritzbarkeit bzw. die mechanischen Eigenschaften zu verandern, konnen den Calciumphosphaten 
weitere Verbindungen zugegeben werden, wie z. B. Natriumchlorid-Losung, Milchsaure, Glycerol, Chitosan, Natrium- 
glycerolphosphat, Propylenfumarat oder bioaktive Proteine. 

[0016] Auch andere Materialien, wie Poly-Glykol-Milchsaure (Polyglycolic-lactid-acid, PGLA), konnen ebenfalls ein- 
45 gesetzt werden. 

[0017] Die vorliegende Erfindung stellt damit ein spritzbares Knochenersatzmaterial zur Verfugung, das lebende 
Zellen enthalt, bevor es verabreicht wird. Dies unterscheidet den Gegenstand der Erfindung von Knochenersatzma- 
terialien, die keine Zellen enthalten, sondern erst nach Implantation von Zellen besiedelt werden konnen. Derartige 
Materialien, die meist nicht formbar sind und/oder nicht ausharten ; konnen allenfalls osteokonduktiv wirken, d.h. als 
50 Leitschiene zur Einsprossung von Knochengewebe. Im Gegensatz dazu wirkt das erfindungsgemaBe Knochenersatz- 
material osteogen, d.h. es fuhrt zur Bildung von Knochengewebe aus sich heraus. 

[0018] Das Knochenersatzmaterial der vorliegenden Erfindung wird in applizierbarer Form, vorzugsweise in spritz- 
barer Form, zur Verfugung gestellt. 

[0019] Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Knochener- 
55 satzmaterials, das die folgenden Merkmale umfaBt: 

a) Bereitstellung von lebenden Zellen : 
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b) Mischen der lebenden Zellen mit einer Zusammensetzung, die Bestandteile zur Bildung einer weichen Matrix 
enthalt, 

c) Mischen der lebenden Zellen mit einer Zusammensetzung, die ein aushartendes Material enthalt. 

5 

[0020] In einer Ausfuhrungsform des Verfahrens werden die lebenden Zellen zunachst mit der Zusammensetzung 
gemischt, die Bestandteile zur Bildung einer weichen Matrix enthalt. Nach Bildung der weichen Matrix werden die darin 
eingebetteten lebenden Zellen mit der Zusammensetzung gemischt, die ein aushartendes Material enthalt. Der letzt- 
genannte Mischvorgang findet vorzugsweise in einer speziellen Mischkammer statt. 
10 [0021] In einer besonderen Ausfuhrungsform umfaBt Schritt c) das Mischen und Applizieren der lebenden Zellen mit 
einer Zusammensetzung, die ein aushartendes Material enthalt, in einer eigens dafur entwickelten Misch- und Appli- 
kationsapparatur in einem Arbeitsgang. 

[0022] Vorzugsweise handelt es sich bei den Zellen um Vorlauferzellen von Osteoblasten, die durch kleine Knochen- 
biopsien des Beckens, Brustbeins des Schadels und Kiefers oder von Rohrenknochen gewonnen werden. Aus den 

15 Knochenproben wird das lose Stroma herausgespiilt und nach Zentrifugation in einer Kulturflasche ausplattiert oder 
in einem Bioreaktor zur Expansion kultiviert. Feste Knochenbestandteile konnen ebenfalls in Kultur gebracht werden, 
da hieraus durch Migration weitere Zellen gewonnen werden konnen. DieseTechnikfuhrtzu einer deutlichen Beschleu- 
nigung der Zellgewinnung und einer hoheren Effizienz der Ausbeute aus der gleichen Materialmenge. Die auswach- 
senden Zellen werden in der Regel im subkonfluenten Stadium gesplittet und durch zwei- bis dreifache Passagierung 

20 vermehrt. Als Alternative zu Knochenproben konnen auch Aspirate von Knochenmark aus Becken und aus Brustbein 
verwendet werden. Die Aspirate werden gewohnlich in Heparinmedium gespiilt, durch Dichte-Gradientenzentrifugation 
einer Ficoll- oder Percollsaule von den roten Blutkorperchen getrennt und in einer Kulturflasche ausplattiert. 
[0023] Vorzugsweise ist eine Losung, die Bestandteile zur Bildung einer weichen Matrix enthalt, eine Fibrinogen 
enthaltende Losung. Die weiche Matrix entsteht dann, indem zur Fibrinogenlosung Thrombin zugesetzt wird. Her- 

25 kommliche Fibrinkleber, beispielsweise Tissucol®, sind prinzipiell auch anwendbar, jedoch harten diese Fibrinkleber 
zu einer sehrfesten Masse, in der sich Osteoblasten nicht mehr optimal ausdehnen und auch nicht migrieren konnen; 
damit kann von den Osteoblasten eine extrazellulare Matrix nur mehr in verringertem MaB synthetisiert werden. 
[0024] Bevorzugt ist erfindungsgemaB die weiche Matrix so gestaltet, daf3 die Zellen sich noch ausdehnen und mi- 
grieren konnen, sowie daB sie auch die Anwesenheit einer erhartenden Komponente uberleben. In einer bevorzugten 

30 Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird humanes allogenes oder autogenes Fibrinogen in Osteo- 
blasten-Kulturmedium, Phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) oder physiologischer Kochsalzlosung (0,9% NaCI) 
gelost und gegebenenfalls mit einer weiteren Verbindung, beispielsweise Capronsaure oder anderen, stabilisiert, um 
eine schnelle enzymatische Fibrinolyse durch Proteinasen zu verhindern. Durch Zugabe von Thrombin in einer Calci- 
umchloridlosung verfestigt und vernetzt sich das Fibrinogen zu Fibrinstrangen. Im Kulturmedium entsteht makrosko- 

35 pisch ein gallertartiges Material, welches in der histologischen Untersuchung mikroskopisch ein dreidimensionales, 
poroses Netzwerk aus Fibrinstrangen darstellt. Dieses Netzgewebe gewahrleistet die Anheftung von Zellen. ihre Mi- 
gration und dreidimensionale Organisation. Die Senkung derThrombinkonzentration und die Losung der Osteoblasten 
in dem Medium fuhren zu einer langsameren Formierung des Fibrins, so daB nicht ein homogenersolider Clot, sondern 
vielmehrein dreidimensionales Fibrin netzwerk entsteht. Fibrinogen wird bevorzugt in einer Konzentration von 10 bis 

40 150 mg/ml Medium eingesetzt, bevorzugter in einer Konzentration von 10 bis 100 mg/ml Medium, am bevorzugtesten 
von 50 bis 80 mg/ml Medium. Die bevorzugte Konzentration der Thrombinlosung ist 0,5 bis 1 000 I. E./ml Calciumchlo- 
ridlosung, bevorzugter ist eine Konzentration von 1 bis 40 I. E./ml, die bevorzugteste Konzentration ist 1 bis 10 I. E./ml. 
Als Stabilisator kann e-Aminocapronsaure in einer Konzentration von 0,1 bis 10% oder Aprotinin (500 bis 5000 I.E./ 
ml) zur Fibrinogenlosung zugegeben werden. 

45 [0025] Vorzugsweise werden die Zellen nach Entfernen des Nahrmediums in deroben beschriebenen Fibrinogen- 
losung suspendiert. Durch Zugabe einer Calciumchlorid-Thrombin-Losung bildet sich das dreidimensionale Fibrinnetz- 
werk mit haftenden Osteoblasten im Kulturmedium oder physiologischer Kochsalzlosung. Dabei kann sich der osteo- 
blastische Phanotyp mit dendritischen Zellauslaufern bilden, ebenso wie interzellulare Verbindungen zwischen den 
Zellen. Mit der Zeit konnen die Zellen eine extrazellulare Matrix um sich herum bilden, die spater mineralisiert wird. 

50 Dabei erhalten die Zellen ihren ublichen Metabolismus und sterben nicht ab. 

[0026] Die Zellsuspension wird erfindungsgemaB auch mit einer Zusammensetzung gemischt, die ein aushartendes 
Material enthalt. Bevorzugte aushartende Materialien sind oben bereits genannt worden. Sie finden auch bei dem 
erfindungsgemaBen Verfahren Anwendung. 

[0027] Die verschiedenen Komponenten wie Zellsuspension : Fibrinogen, Thrombin, erhartende Substanz und wei- 
55 tere konnen vor dem Vermischen unterschiedlich in Losungen kombiniert werden. So kann vor dem Mischvorgang 
Thrombin und Calciumchlorid der Losung der erhartenden Substanz beigemengt werden. Fibrinogen ist bevorzugt in 
der Zellsuspension vorhanden. Die Thrombinlosung kann aber auch eine separate Losung sein. Die verschiedenen 
Komponenten konnen sukzessive miteinander vermischt werden. Vorzugsweise werden sie aber auf einmal miteinan- 
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der gemischt. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden die Komponenten unter GMP-Bedingungen 
in einer M eh rfachspritze bereitgestellt. Dem Anwendersteht dann einezur Injektion/lmplantation fertige Apparatur und 
Masse zur Verfugung, die unter dem Spritzvorgang gemischt wird und dam it den Abbindevorgang des Fibrinogens zu 
Fibrin und des Zementpulvers zu festem Knochenzement einleitet. 

5 [0028] Beispielsweise kann in einer Doppelspritze mit einem Mundungsstuck eine Spritze mit Calciumphosphatze- 
mentpulver in einer Calciumchloridlosung mit Thrombin aufgezogen werden. In der anderen Spritze wird Fibrinogen- 
losung mit suspendierten Osteoblasten (bevorzugt 1 x1 0 5 bis 5x10 6 /ml) aufgezogen. In getrenntem Zustand sind die 
Komponenten ca. 10-15 Minuten haltbar. Durch Spritzen und Zusammenfuhren der beiden Komponenten in einem 
gemeinsamen Mundungsstuck verbindet sich das Fibrinogen durch Thrombin in Anwesenheit von Calciumionen zu 

10 Fibrin. Der Calciumphosphatzement verfestigt sich innerhalb von 15-30 Minuten. Dabei ist zu gewahrleisten, daB die 
Komponenten in einer bestimmten Weise unter Ausbildung von Mikrostrukturen wie beispielsweise interkonnektieren- 
den Poren mit 100 bis 800 ujti PorengroBe, gemischt werden. 

[0029] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine Dreifachspritze verwendet, die folgende Kompar- 
timente enthalt: 

15 

1 . Die zentrale Spritze enthalt eine waBrige Calciumphosphatzementlosung, gegebenenfalls mit folgenden Ergan- 
zungen: Natriumchloridlosung, Milchsaure, Glycerol, Chitosan, Natriumglycerolphosphat, Propylenfumarat, bio- 
aktive Proteine wie Thrombin, Wachstumsfaktoren, Hormone und/oder dafur kodierende Gene in geeigneten Vek- 
toren. 

20 

2. Die seitliche Spritze 1 enthalt eine Calciumchlorid-Thrombinlosung, gegebenenfalls mit folgenden Zusatzen: 
Chondroitinsulfat, Proteoglykane, Sialoproteine, Polysaccharide und/oder Wachstumsfaktoren. 

3. Die seitliche Spritze 2 enthalt eine Fibrinogenlosung und suspendierte Osteoblasten mit gegebenenfalls e-Ami- 
25 nocapronsaure. 

[0030] Vorzugsweise kann auch eine Komplettspritze mit drei Kammern zur Anwendung kommen, wie sie in Figur 
1 gezeigt ist. Durch synchrones Spritzen wird um einen Calciumphosphatzement-Strahl von 500-2500 jxm Durchmes- 
ser eine Osteoblasten-Fibrinmatrix gelegt, die in dreidimensionaler Form spongiosem Knochen entspricht. 

30 [0031] Dem Fachmann ist klar, daf3 die Zusammensetzung auch in einer herkommlichen Einkammer-Spritze appli- 
ziert werden kann, nachdem sie vorheraus den verschiedenen Losungen bzw. Suspensionen durch Mischen herge- 
stellt worden ist. Jedoch ist die separate Mischung der Einzelkomponenten im praktischen Einsatz im OP problema- 
tisch, da sich bei eventuellen Verzogerungen in der Anwendung die durchmischten und somit aktivierten Komponenten 
unweigerlich verfestigen und somit keine optimale Flexibility in der Anwendung gewahrleistet ist. 

35 [0032] Ein weiterer Aspekt ist die Verwendung einer Vorrichtung, mit der das spritzbare Knochenmaterial der vorlie- 
genden Erfindung appliziert werden kann. Die Erfindung betrifft daher die Verwendung einer Vorrichtung zur Zuberei- 
tung und Verabreichung eines Gemisches umfassend eine Mischkammer mit einer AuslaBoffnung, durch die das Ge- 
misch austreten kann, einen in die Mischkammer fuhrenden ersten Zuleitungskanal (Hauptkanal) und einen oder meh- 
rere in die Mischkammer fuhrende weitere Zuleitungskanale (Nebenkanale), wobei das Ende des Nebenkanals bzw. 

40 die Enden der Nebenkanale in der Mischkammer so angeordnet sind, daft aus dem Nebenkanal/den Nebenkanalen 
in die Mischkammer eintretendes Material in den aus dem Hauptkanal in die Mischkammer eintretenden Materialstrom 
eindringen kann. 

[0033] Vorzugsweise hat der Hauptkanal einen Innendurchmesser von mehr als 1 mm, bevorzugter von mehr als 
1,5 mm. Durch diesen Zuleitungskanal kann viskoses oder hochviskoses Material in die Mischkammer eingebracht 
45 werden. Aufgrund des relativ hohen Durchmessers des Hauptkanals konnen auch lebende Zellen, die in eine viskose 
Matrix eingebettet sind, in die Mischkammer zugefuhrt werden, es treten nur sehr niedrige Scherkrafte auf. Vorzugs- 
weise befindet sich die Offnung des Hauptkanals im Zentrum einer Wand der Mischkammer. 

[0034] Der Nebenkanal/die Nebenkanale haben vorzugsweise einen Innendurchmesser von hochstens 1 ,5 mm und 
dienen in der Regel der Zufuhrung niedrigviskoser Materialien in die Mischkammer. Der bevorzugteste Innendurch- 

50 messer ist 0,1 bis 1 mm. Die Nebenkanale konnen beispielsweise Hohlkanulen mit einem AuBendurchmesser von 0,4 
bis 1 ,5 mm sein. Die Anzahl der Nebenkanale ist wenigstens 1 . die bevorzugte Anzahl ist 3 bis 5. Durch die verschie- 
denen Nebenkanale kann jeweils das gleiche Material zugefuhrt werden, es ist aber auch moglich, daB verschiedene 
Materialien durch die einzelnen Nebenkanale zugefuhrt werden. Die Offnungen des Nebenkanals/der Nebenkanale 
in der Mischkammer sind so angeordnet, daB Material, das aus dem Nebenkanal/den Nebenkanalen in die Mischkam- 

55 mer eintritt, in Material, das aus dem Hauptkanal in die Mischkammer eintritt, eindringen kann. Die Offnungen der 
Nebenkanale sind vorzugsweise symmetrisch um die Offnung des Hauptkanals in der Mischkammer herum angeord- 
net, so daB aus ihnen austretendes Material in den zentralen Materialstrom, der aus dem Hauptkanal austritt, injiziert 
wird. Durch diese Injektion findet eine sehr vorteilhafte Durchmischung der niedrigviskosen Komponenten mit der 
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hoherviskosen Komponente statt. Dadurch kann beispielsweise direkt wahrend der Anwendung eine reproduzierbare 
Durchmischung und innige Verbindung der Einzelkomponenten stattfinden. Dabei konnen Gemische mit interkonnek- 
tierenden Strukturen mit einer PorengroBe von 100-800 erhalten werden. Bislang waren zur Durchmischung von 
Komponenten stark unterschiedlicher Viskositat wesentlich komplexere Mischvorrichtungen notig. 
5 [0035] Vorzugsweise wird durch den Hauptkanal eine hochviskose Calciumphosphat-Mischung zugefuhrt. In einem 
Nebenkanal kann dann beispielsweise eine Suspension umfassend Fibrinogen und lebende Zellen zugefuhrt werden. 
In weiteren Nebenkanalen konnen zusatzliche Materialien, Zellen wiezum Beispiel Endothelzellen oderweitere Fak- 
toren zugefuhrt werden. 

[0036] Ein wichtiger Vorteil der Vorrichtung ist, daB eine Mischung der Komponenten derart erreicht wird, daB eine 
10 bevorzugte Mikrostruktur des Materials entsteht, die sich durch Porositat, Interkonnektion der Poren und ein Gerust, 
vorzugsweise aus Hydroxylapatit, das ausreichend stabil ist, auszeichnet. 

[0037] Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemaB verwendeten Vorrichtung ist, daB sie so ausgebildet sein kann, daB 
aufgrund eines sehr geringen Totvolumens nur wenig Material in der Vorrichtung zuriickbleibt. Dies kann ein wesent- 
licher Faktor sein, wenn teure oder schwer ersetzbare Materialien (Zellen) appliziert werden. 

15 [0038] In einer besonderen Ausfuhrungsform sind mit den Zuleitungen Vorratsbehaltnisse verbunden, aus denen 
der Inhalt der VorratsgefaBe in die Zuleitungskanale abgegeben werden kann. Vorzugsweise handelt es sich bei den 
Vorratsbehaltnissen urn Spritzen. Das hat den Vorteil, daB medizinisch genormte, sterile Einwegspritzen (Luer-System) 
verschiedenerGroBe verwendet werden konnen. Die Spritzen konnen in spezielle genormte Anschlusse gesteckt wer- 
den, die an den Enden der Zuleitungskanale angebracht sind. Die Vorrichtung kann weiter eine Halterung fur die 

20 Spritzen umfassen sowie eine Stempeleinrichtung, mit der mehrere Stempel der verschiedenen Spritzen gleichzeitig 
zur Entleerung der Spritzen gedruckt werden konnen. Die Spritzen, die Halterung und die Stempeleinrichtung konnen 
als sterile Einwegteile fur medizinische Anwendungen konzipiert werden. 

[0039] Die Mischkammer, die Zuleitungskanale sowie die genormten Anschlusse fur die Spritzen sind vorteil hafter- 
weise in einem Bauteil, der Mischeinheit, zusammengefaBt. Sie kann als steriles Einwegteil fur medizinische Anwen- 

25 dungen konzipiert werden. 

[0040] Die Vorrichtung kann Verwendung finden bei der Applikation von injizierbaren biologischen Knochenersatz- 
stoffen, fur die die Schaffung von interkonnektierenden Mikrostrukturen minimale Scherkrafte Drucke und Restvolu- 
mina die Herstellung unter GMP-Bedingungen sowie einfaches Handling und Herstellung als steriles, preiswertes Ein- 
malbauteil notwendig sind. Die Vorrichtung kann aber auch im Rahmen anderer Konzepte mit ahnlichen Rahmenbe- 

30 dingungen Anwendung finden. Beispiele sind die Applikation von vitalen Zellen in Gelen oder viskosen Systemen. Die 
Vorteile der beschriebenen Vorrichtung liegen in der Kompatibilitat mit gangigen medizinischen Injektionssystemen. 
Dies erlaubt einerseits die Befullung von Einwegspritzen mit den verschiedenen Komponenten unter GMP-Bedingun- 
gen beim Hersteller und andererseits das AnschlieBen einer Vielzahl verschiedener Kanulen und Katheteran die Aus- 
laBoffnung der Mischeinheit, so daB eine maximale Flexibility gewahrleistet ist. 

35 [0041] Die vorliegende Erfindung stellt eine spritzbare. formbare und sich aushartende Zusammensetzung pastoser 
Konsistenz zur Verfugung, die lebende, vorzugsweise autogene Zellen zur Knochenbildung enthalt, die zum Schutz 
in einer biologischen Gelmatrix eingehullt sind. Diese weiche Matrixkomponente gewahrleistet zudem eine plastische 
Formbarkeit der Paste in konkrete dreidimensionale Formen und in vivo das Ausbreiten von synthetisierter Knochen- 
substanz als auch das Einsprossen von BlutgefaBen. Die aushartende Matrix gewahrleistet die Formstabilitat und 

40 Druckfestigkeit des Konstrukts. Die bevorzugte Zusammensetzung aus Calciumphosphaten stimuliert die Osteobla- 
sten zur Ausreifung und Synthese von extrazellularer Knochenmatrix, fur die sie die Calcium- und Phosphationen 
bereitstellt. In vivofuhrt das erfindungsgemaBe Material zur Knochenbildung aus sich heraus. 
[0042] Figur 1 zeigt eine Dreikammerspritze, durch die das erfindungsgemaBe Knochenersatzmaterial gemischt und 
appliziert werden kann. 

45 [0043] Figur2 zeigt eine graphische Darstellung der Ergebnisse eines MTS-Stoffwechseltests. Die Experimente sind 
in Beispiel 6 beschrieben. Das Ergebnis belegt, daB die Zellen in dem erfindungsgemaBen Knochenersatzmaterial 
uber einen betrachtlichen Zeitraum stoffwechselaktiv sind und uberleben. 

[0044] Figur 3 zeigt eine schematische Darstellung einer Mischeinheit, in der die einzelnen Bauelemente (Haupt- 
und Nebenkanale, Anschlusse fur Spritzen, Mischkammer mit AuslaBoffnung) in einem Bauteil zusammengefaBt sind. 
50 Durch den Hauptkanal kann als hochviskose Komponente beispielsweise eine Calciumphosphat-Knochenzement- 
Mischung zugefuhrt werden. Durch die Nebenkanale konnen niedrig-viskbse Komponenten zugefuhrt werden, z.B. 
Osteoblasten-Fibrinogen-Suspension, zusatzliche Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, Plasmide und andere 
Komponenten. 

[0045] Figur4 zeigt eine schematische Darstellung eines Bauteils umfassend mehrere Spritzen, die von einem Halter 
55 in einer bestimmten Anordnung gehalten werden, und einen Stempel, mit dem die einzelnen Stempel der Spritzen 
synchron bewegt werden konnen. Ein derartiges Bauteil, auch Applikator genannt, kann an eine Mischeinheit (Figur 
3) angeschlossen werden. 

[0046] Figur 5 zeigt die Darstellung einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung. Die 
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Offnung des Hauptkanals istsymmetrisch von den in die Mischkammer ragenden Enden der6 Nebenkanale umgeben, 
die leicht nach innen gebogen sind, so daB aus den Nebenkanalen austretendes Material in den aus dem Hauptkanal 
austretenden Materialstrom injiziert wird. Durch den Hauptkanal kann als hochviskose Komponente beispielsweise 
eine Calciumphosphat-Knochenzement-Mischung zugefuhrt werden. Durch die Nebenkanale konnen niedrig-viskose 
5 Komponenten zugefuhrt werden, z.B. Osteoblasten-Fibrinogen-Suspension, zusatzliche Wachstums- und Differenzie- 
rungsfaktoren, Plasmide und andere Komponenten. 
[0047] Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern. 

Beispiel 1 

10 

1 . Etablierung einer Osteoblastenkultur 

[0048] Es stehen verschiedene Methoden zur Verfligung, erstens die offene Knochenbiopsie (als Migrations- oder 
stromale Zellkultur) und zweitens die Aspiration von Knochenmark, die im folgenden dargestellt werden. 

15 

a) Knochenmarkbiopsie 

[0049] Es werden sterile Knochenbiopsien in ortlicher Betaubung durch einen Hohlbohrer entnommen. Nach einem 
kleinen Hautschnitt werden Spongiosablockchen von 0,5 bis 1 cm 3 entnommen, die Wunde wird verschlossen. Eine 
20 weitere Moglichkeit ist die Aspiration von ca. 15 ml Knochenmark. 

[0050] Die Spongiosa sollte sehr schnell weiterverarbeitet werden und wenn moglich nicht langer als 1 2 Stunden im 
TransportgefaB bei 4°C lagern. Das Medium wird verworfen, die Spongiosa in die Petrischale gegeben und dort in 2 
bis 3 mm kleine Partikel (Chips) zerkleinert. 

25 aa) Migrationskultur 

[0051] Es werden ca. 3 bis 4 Partikel in eine Vertiefung einer 6-Well-Platte verteilt und mit 3 ml Medium aufgefullt, 
bzw. 6 bis 7 Chips pro 25 cm 2 mit 7 ml Medium. Die Inkubation erfolgt im Brutschrank bei 37°C und 5% C0 2 . Der 
Mediumwechsel sollte zweimal pro Woche erfolgen, wobei eine Inspektion unter dem Phasenkontrastmikroskop durch- 
30 gefuhrt wird. Nach 5 bis 9 Tagen sind erste Zellen zu erkennen, nach 1 0 bis 1 4 Tagen ein subkonfluenter Zellayer mit 
65 bis 75% Bodenflachenbedeckung. 

bb) Stromale Zellkultur (eigene Modlfikation) 

35 [0052] Zunachst wird der Knochen von MuskelVBindegewebsresten befreit. Die Spongiosa wird mit Schere und 
Pinzette in moglichst kleine Stuckchen zerkleinert. Die Spongiosafragmente konnen (ohne Medium) in ein 50 ml-Fal- 
con-GefaB (ein Polypropylen-SchraubgefaB) gegeben und damit gewogen werden. Enthalt das Material viel rotes 
Knochenmark, so kann man spater pro 4 bis 6 g Spongiosa eine 75 cm 2 -Kulturflasche bestucken . In das 50 ml-Falcon- 
GefaB wird nun zur zerkleinerten Spongiosa ca. 25 ml Medium gegeben und durch Vortexen (hochfrequenter Ruttel- 

40 vorgang, ca. 30 Sekunden, hochsteStufe) die Zellen herausgelost. Der Uberstand wird in andere 50 ml-Falcon-GefaBe 
uberfuhrt. Dieser Schritt wird wiederholt, bis das Medium nach Schutteln (Vortexen) nicht mehrtrub wird. Zuletzt kann 
noch eine Trypsin(-Collagenase)-Behandlung (ca. 10 Minuten, 37°C) durchgefiihrt werden, urn weitere Zellen zu ge- 
winnen. Die erhaltenen Zellsuspensionen werden bei 250 g fur 1 0 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Uberstande werden 
verworfen und die Zellpellets in Medium resuspendiert und auf Kulturf laschen verteilt. Die gespiilten Knochenstuckchen 

45 konnen gegebenenfalls in einer separaten Kulturflasche zur Anzuchtung restlicher Zellen verwendet werden (nach 
Trypsinierung sollten diese aber gut mit Medium gespult werden). 
[0053] Verbesserte Zellverteilung durch Auszahlung der kernhaltigen Zellen: 

Von der nach Resuspension der Zellpellets erhaltenen Zellsuspension werden 50 pi in ein Eppendorf-GefaB uber- 
50 fuhrt und mit 46 pi Trypanblau gemischt. AnschlieBend folgt die Zugabe von 4 \i\ Essigsaure zur Lyse der Erythro- 

zyten (Endkonzentration 4% Essigsaure). Die kernhaltigen Zellen werden in einer Neubauer-Zahlkammer ausge- 
zahlt. 

Beispielsweise 3x10 5 bis 4x1 0 5 Zellen der Zellsuspension werden pro 75 cm 2 -Kulturflasche verteilt. 

55 

Mediumwechsel findet erst nach 4 bis 5 Tagen statt, danach zweimal pro Woche. 

Am zweiten Tag sind erste adharente Zellen vorhanden, am vierten bis funften Tag Klone. Die Subkonfluenz tritt 
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meist zwischen dem neunten und dem elften Tag ein. 

b) Isolierung und Selektion der Knochenvorlauferzeflen aus Knochenmarkaspirat 

5 [0054] Bei ortlicher Betaubung wurde eine sterile Knochenmarkpunktion durchgefuhrt. Die Aspiration von 1 5 bis 20 
ml Blut aus dem hinteren Beckenkamm wurde mit einer groBvolumigen Kanule und einer Heparin-benetzten Spritze 
durchgefuhrt. Danach wurde bei 1200 U/min zentrifugiert, der Uberstand entnommen und das Zellpellet in 5 ml se- 
rumfreiem Medium resuspendiert. Die entstandene Suspension wurde uber einen Dichte-Gradienten (70% Percoll- 
saule, Ficollgradient) einer Dichte-Zentrifugation unterzogen, die Mesenchymzellen wurden im KulturgefaB ausplattiert 

10 und die Zellen durch Subkultivierung vermehrt. 

c) Nachweis des osteoblastischen Phanotyps 

[0055] Der osteoblastische Phanotyp wird durch die knochenspezifischen Proteine Alkalische Phosphatase und 
15 Osteocalcin im Kulturmedium (Ablauf) und durch immunhistochemische Farbungen von Kontrollkulturen nachgewie- 
sen. 

Beispiel 2 

20 Herstellung eines Fibrinklebers 

[0056] 66 mg Fibrinogen werden in 1 ml Kulturmedium (aMEM oder Medium 199 oder BGJ-B-Medium) ohne Se- 
rumzusatz mit 1 00 U/ml Penicillin und 1 00 mg/ml Streptomycin oder physiologischer Kochsalzlosung gelost. e-Amino- 
n-Capronsaure wird in einer Endkonzentration von 0,1 bis 10% der allogenen oder autogenen Fibrinogenlosung zu- 
25 gesetzt. 1 ,25 I.E. Thrombin werden in40uJ Calciumchlorid-Losung (40 mM) gelost. SchlieBlich wird 1 mlderFibrinogen- 
Losung mit 60 \i\ Calciumchlorid-Thrombin-Losung gemischt. Die Mischung wird dann in eine Kulturschale eingespritzt. 

Beispiel 3 

30 Herstellung einer Osteoblasten-Fibrinsuspension 

[0057] Humane Osteoblasten und deren Vorlauferzellen werden aus einer Knochenmarkbiopsie gewonnen und ex 
vivo vermehrt, wie in Beispiel 1 beschrieben. Die subkonfluente Zellkultur in einer 75 cm 2 -Kulturflasche wird mit 1 ml 
0,025% Trypsin/EDTA-Lbsung fur 5 Minuten trypsinisiert. Die Zellsuspension wird in 2 ml Medium mit 10% FCS auf- 
35 genommen und 5 Minuten bei 1000 U/min und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 100 jxl Medium resuspendiert. 
Nach Bestimmung der Zellzahl werden 20.000 Osteoblasten (Zellpassage 1 bis 3) in 200 uJ allogener oder autogener 
Fibrinogenlosung aus Beispiel 2 suspendiert. 

[0058] AnschlieBend wird 60 uJ der Calciumchlorid-Thrombin-Losung aus Beispiel 2 zugegeben. Das Gemisch wird 
in eine Kulturschale oder in die Vertiefungen einer 48-Wel I- Platte gespritzt. Nach Zugabe von 760 ^l Kulturmedium 
40 BGJ-B mit 10% FCS und 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin werden die Zellen im Warmeschrank bei 
37°C, 5% C0 2 und 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. 

[0059] Im Lichtmikroskop zeigt sich nach 24 bis 72 Stunden bei 1 00-facher VergrofBerung die Ausbildung des oste- 
oblastischen Phanotyps mit dendritischen Zellauslaufern und nach 5 bis 12 Tagen der Aufbau von interzellularen Ver- 
bindungen der Zellen. Im Verlauf bilden die Zellen eine extrazellulare Matrix um sich, die spater mineralisiert wird. Die 
45 Vitalitat der Zellen kann durch Trypanblaufarbung uberpruft werden. Dazu wird der Uberstand an Kulturmedium ab- 
gesaugt, anschlieBend werden 50 uJ Trypanblaulosung zugegeben. Die Zellen werden dann unter dem Lichtmikroskop 
untersucht. Bei Trypanblaufarbung finden sich auch nach Wochen nur wenige abgestorbene Zellen. 

Beispiel 4 

50 

Herstellung einer Hydroxylapatit-Osteoblastenmischung 

[0060] Osteoblasten wurden in Medium suspendiert und auf nichtkeramisches Hydroxylapatit gegeben, welches aus 
Calciumphosphat hergestel It wurde. In der Kultur hafteten die Zellen an den Hydroxylapatit-Partikeln. Im Elektronen- 
55 mikroskop zeigte sich eine Adhasion der Zellen auf der kristallinen Oberflache. Im Stoffwechseltest zeigte sich ein 
erhaltener Zellmetabolismus der anhaftenden Zellen. 
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Beispiel 5 

Herstellung einer Hydroxylapatit-Zetnent- Fibrin -Matrix 

5 [0061 ] Als fester Bestandteil wurde der Fibrin-Suspension ein Zement aus Calciumphosphat zugegeben . Dazu wurde 
zunachst untersucht, ob der in Wasser geloste Zement sich mit dem Fibrin/rhrombin/Calciumchlorid-Komplex vermi- 
schen und als Paste spritzen Ia3t. Es gelang, die Mischung zu spritzen und sie anschlieBend zu formen (Primare 
Stabilitat). Sie behielt die gegebene Form und verfestigte sich in Minuten zu einer festen Substanz (Sekundare Stabi- 
lity). 

10 

Beispiel 6 

Herstellung einer Osteoblasten-Fibrin-Calciumphosphat-Zement-Paste 
15 a) Fibrinogenlosung: 

[0062] 66 mg Fibrinogen werden in 1 ml Kulturmedium (aMEM oder Medium 199 oder BGJ-B-Medium) ohne Se- 
rumzusatz mit 1 00 U/ml Penicillin und 1 00 mg/ml Streptomycin oder physiologischer Kochsalzlosung gelost. e-Amino- 
n-capronsaure wird in einer Endkonzentration von 0,1 bis 10% der Fibrinogenlosung zugesetzt. 

20 

b) Fibrinogen-Osteoblastensuspension: 

[0063] Die Zellkultur wird etabliert, wie in Beispiel 1 beschrieben. Die subkonfluente Zellkultur wird trypsinisiert, in 
Medium suspendiert und zentrifugiert (siehe Beispiel 3). Das Zellpellet wird in 100 uJ Medium resuspendiert. Nach 
25 Zellzahlung werden 20.000 Osteoblasten (Zellpassage 1 bis 3) in 200 jxl Fibrinogenlosung suspendiert. 

c) Calciumphosphat-Thrombin-Calciumchloridlosung: 

[0064] 1,25 I.E. Thrombin werden in 0,5 ml 40 mM Calciumchloridlosung gelost. AnschlieBend wird 1 g Calciump- 
30 hosphat-Pulver (BoneSource® ) zu 0,5 ml der Calciumchlorid-Thrombin-Losung zugegeben. 

d) Mischung der Komponenten: 

[0065] 500 uJ Fibrinogen-Osteoblasten-Suspension und 500 llI Calciumghosphat-Thrombin-Calciumchlorid-Losung 
35 werden in eine 1 ml Spritze eingebracht. Die Spritze wird dann etwa 10 Sekunden geschiittelt, wonach jeweils etwa 
200 [i\ in eine Kulturschale oder 48 -Wei I- Platte gespritzt werden. Danach wird 800 uJ Kulturmedium BGJ-B mit 10% 
FCS und 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin zugegeben. Die Zellen werden, wie oben beschrieben, im 
Warmeschrank inkubiert. 

40 e) Stoffwechseltest MTS (Cell Proliferation Assay): 

[0066] Der Cell Proliferation Assay der Firma Boehringer Mannheim wurde benutzt. Er beruht auf der Transformation 
eines Tetrazoliumsalzes MTS zu einem gelbgefarbten Formazan durch die mitochondriale Dehydrogenase. Es handelt 
sich um einen kalorimetrischen Stoffwechseltest. Die Ansatze beinhalteten 20.000 menschliche Osteoblasten (hOB) 
45 pro Ansatz (48-Well), 200 \i\ Fibrinogenlosung (66 mg/ml) und 200 u.g Calciumphosphatpulver (CaP) in 200 \x\ Calci- 
umchlorid-Thrombin-Losung. Nach Absaugen des Kulturmediums wurde 1 ml MTS-L6sung zugegeben. Der Farbum- 
schlag in jeweils 100 uJ MTS-L6sung wurde nach drei Stunden photometrisch bestimmt. Die verschiedenen Ansatze 
und Kontrollen sind in der folgenden Tabelle I wiedergegeben: 



50 


Ansatz 


hOB 


hOB-Fibrin 


Injizierbarer 
Knochen 


hOB-Fibrin OFS 


hOB-CaP 


Fibrin 


CaP 








getrennt 


gemischt 


gemischt 


gemischt 






55 




1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


20.000 hOB 


X 


X 


X 


X 


X 








200 jxl Fibrinogen 




X 


X 


X 




X 
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(fortgesetzt) 



Ansatz 


hOB 


hOB-Fibrin 


Injizierbarer 
Knochen 


hOB-Fibrin OFS 


hOB-CaP 


Fibrin 


CaP 






getrennt 


gemischt 


gemischt 


gemischt 








1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


200 \ig CaP 






X 




X 




X 
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[0067] Ansatze 2 und 4 enthalten die gleichen Komponenten hOB und Fibrin, in Ansatz 2 ungemischt ("getrennt"), 
in Ansatz 4 als Osteoblasten-Fibrin-Suspension OFS gemischt. Die getrennte Prufung der Komponenten in einem 
Ansatz soil zum einen ermoglichen einen negativen oder positiven Effekt auf die Zellen gegenuber der unbehandelten 
Zellkontrolle (Ansatz 1 ) oder eine Absorption des Farbstoffs durch das Fibrin zu entdecken. 1st die Zellzahl im Ansatz 

15 2, die parallel kontrolliert wird, gleich zum Ansatz 1 und die Absorption im MTS-Test sinkt, so absorbiert Fibrin den 
Farbstoff. Sinkt die Zellzahl durch reine Zugabe des Fibrins in den Ansatz mit Zellen, so ist ein toxischer Effekt auf die 
hOB anzunehmen. Im vorliegenden Fall war die Zellzahl konstant, und Fibrin absorbiert den zu messenden Farbstoff 
teilweise ; ein toxischer Effekt wurde ausgeschlossen. Das heiBt auch, daB der geringere Wert fur OFS (Ansatz 4) 
gegenuber der Zellkontrolle (Ansatz 1) nicht nur durch Einbringen der Zellen in das Fibrin, sondern auch durch Ab- 

20 sorption zu erklaren ist. Die reale Stoffwechselaktivitat liegt damit hoher als der Extinktionswert angibt. 
[0068] Die Ergebnisse des Stoffwechseltests sind in folgender Tabelle II gezeigt: 



Ansatz 


Tag1 


Tag 2 


Tag 5 


Tag 7 


1 hOB 


0,31 


0,34 


0,4 


0,48 


2 hOB-Fibrin 


0,02 


0,18 


0,07 


0,15 


3 Injizierbarer Knochen 


0 


0,07 


0,14 


0,26 


4 OFS 


0 


0,03 


0 


0,17 


5 hOB-CaP 


0,2 


0,15 


0,22 


0,18 


6 Fibrin 


0 


0 


0,003 


0,03 


7 CaP 


0 


0 


0 


0 



35 [0069] Figur 2 zeigt eine graphische Darstellung der Ergebnisse. 



Beispiel 7 

In vivo-Versuch 

40 

[0070] Die Gewinnung und Vermehrung der Osteoblasten erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben. Die Zellen werden 
durch Trypsin-Losung enzymatisch abgelost. Die Osteoblasten (1 x 10 6 /ml) werden in einer Fibrinogen-Losung (66 
mg/ml) suspendiert. 500 mg Calciumphosphatzement BoneSource® werden in 0,5 ml Calciumchlorid-Losung (40 mM) 
mit 1,25 I.E. Thrombin/ml gelost. 0,5 ml Fibrinogen-Osteoblasten-Suspension werden mit 0,5 ml Calciumphosphat- 

45 Thrombin-Calciumchlorid-Losung in eine 1 ml-Spritze gefullt und anschlieBend subcutan in eine Nacktmaus injiziert. 
[0071] Ca. 6 bis 8 Wochen alte Nacktmause wurden in einer Narkosekammer mit einem lsofluran®-Sauerstoff-Ge- 
misch (3% Isofluran in 100% 0 2 , Flow 4 1/min) betaubt. Unter Aufrechterhaltung der Narkose mit einer Inhalations- 
maske (1 ,5 bis 2 Vol.-% Isofluran in 100%O 2 , Flow 0,5 bis 1 1/min) wurden die Tiere mit Betaisodona® abgewaschen, 
das Operationsgebiet rasiert und steril abgedeckt. Es erfolgte ein ca. 4 mm langer quer verlaufender Hautschnitt im 

so Bereich des Ruckens. Der Schnitt wurde mit einer Praparationsschere gespreizt, und es wurde eine Hauttasche ge- 
schaffen. Ein Spritzkonus wurde eingefuhrt und die Paste unter die Haut der Tiere injiziert. Die Paste wurde durch 
perkutane manuelle Formung zu Langsstrangen geformt. Die Wunde wurde mit Einzelknopfnahten verschlossen und 
ein steriler Wundverband angelegt. Die Dauer des Eingriffs betrug ca. 1 5 Minuten. Die Wunden der Tiere wurden bis 
zur gesicherten Wundheilung taglich kontrolliert. 

55 [0072] Die Nacktmause erhielten schlieGlich eine letale Dosis C0 2 per inhalationem am 14., 29. und 48. Tag post- 
operativ. Die Konstrukte wurden mit dem umgebenden Gewebe herausprapariert, photograph iert und danach histolo- 
gisch und immunhistochemisch aufgearbeitet. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle III zusammengefaBt: 
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Ma us Nr. 


Tag 


Form 


Festigkeit 


Matrixsynthese 


Vaskular. 


1 


14 


konstant 


druckstabil 


Bindegewebe 


ja 


2 


29 


konstant 


druckstabil 


Beg. Knochen 


ja 


3 


48 


konstant 


druckstabil 


Knochengewebe 


ja 


4 


29 


konstant 


druckstabil 


Beg. Knochen 


ja 



[0073] "Vaskular." steht fur Vaskularisierung, "Beg. Knochen" steht fur beginnende Knochenbildung und beschreibt 
die Anderung der Morphologie von undifferenziertem Bindegewebe zu differenziertem Knochengewebe. 
[0074] Die Konstrukte waren groften konstant und in der Form unverandert nach 14, 29 und 48 Tagen. 
[0075] Histologisch fand sich am 

14. Tag eine GefaReinsprossung und extrazellulare Bindegewebsmatrix; 
29. Tag ein GefaGnetz und beginnende Knochenbildung im Konstrukt; 
48. Tag ein GefaGnetz und Knochengewebe. 

[0076] Grundsatzlich sind die angegebenen Konzentrationen variierbar, urn unterschiedliche Qualitaten bezuglich 
Zelldichte, Festigkeit und Formbarkeit zu erreichen. Eine Anpassung an die lokalen Bedingungen in einem Knochen- 
defekt wie Druckbelastung ; Scherkrafte, Volumen ist moglich. 



Patentanspriiche 

1. Knochenersatzmaterial, umfassend wenigstens folgende Komponenten: 

a) eine weiche Matrix, die Fibrin oder Fibrinogen enthalt, 

b) lebende Zellen, 

c) eine aushartende Matrix, die nicht-keramischen Hydroxylapatit-Zement enthalt. 

2. Knochenersatzmaterial nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die weiche Matrix Thrombin enthalt. 

3. Knochenersatzmaterial nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da(3 die weiche Matrix e-Aminocapronsaure 
oder Aprotinin enthalt. 

4. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die weiche 
Matrix wenigstens eine Substanz enthalt, die ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Chondroitinsulfat, Pro- 
teoglykane, Sialoproteine, Wachstumsfaktoren, Hormone und Nucleinsauren kodierend fur Wachstumsfaktoren 
oder Hormone. 

5. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die weiche 
Matrix wenigstens eine Substanz enthalt, die ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend biologische Kollagengele, 
Gelatine, Alginate, Agarose, Polysaccharide, synthetisches Kollagen, Hydrogele und viskose Polymere. 

6. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens 
ein wesentlicher Teil der lebenden Zellen Osteoblasten oder deren Vorlauferzellen sind. 

7. Knochenersatzmaterial nach einem dervorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es weiterhin 
lebende gefaBbildende Zellen enthalt. 

8. Knochenersatzmaterial nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die gefaBbildenden Zellen Endothel- 
zellen oder deren Vorlauferzellen sind. 

9. Knochenersatzmaterial nach einem dervorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die aushar- 
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tende Matrix wenigstens eine Substanz enthalt, diesich durch Kristallisation zu Hydroxylapatit verbindet. 

10. Knochenersatzmaterial nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daft die aushartende Matrix 
PGLA enthalt. 

5 

11. Knochenersatzmaterial nach einem dervorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daBsich die aus- 
hartende Matrix innerhalb von 15 Minuten verfestigt. 

12. Knochenersatzmaterial nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es 

10 in einer Mehrfachspritze bestehend aus mehreren Spritzen, die kombiniert sind, oder 

in einer Komplettspritze mit mehreren Kammern 
bereitgestellt wird. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Knochenersatzmaterials umfassend eine weiche Matrix, lebende Zellen und eine 
15 aushartende Matrix gemaf3 einem der Anspruche 1 bis 1 2, dadurch gekennzeichnet, daB es die folgenden Merk- 

male aufweist: 

a) Bereitstellung von lebenden Zellen, 

20 b) Mischen der lebenden Zellen mit einer Zusammensetzung, die Bestandteile zur Bildung einer weichen 

Matrix enthalt, und 

c) Mischen der lebenden Zellen mit einer Zusammensetzung, die ein aushartendes Material enthalt. 

25 14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB zunachst die lebenden Zellen mit der Zusammen- 
setzung, die Bestandteile zur Bildung einer weichen Matrix enthalt, gemischt werden, und anschliefBend die in der 
weichen Matrix eingebetteten lebenden Zellen mit der Zusammensetzung, die ein aushartendes Material enthalt, 
gemischt werden. 

30 15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, daB die lebenden Zellen durch eine Knochen- 
biopsie oder Knochenmarksaspiration gewonnen werden. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB die lebenden Zellen vor Schritt 
b) und c) in vitro kultiviert werden. 

35 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 1 6, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens ein Teil der lebenden 
Zellen Osteoblasten oder deren Vorlauferzellen sind. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB die weiche Matrix durch Inkon- 
40 taktbringen einer Fibrinogenlosung und einer Thrombinlosung hergestellt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB das Fibrinogen zunachst in Osteoblastenmedium 
oder physiologischer Kochsalzlosung (0,9% NaCI) oder Phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) gelost wird. 

45 20. Verfahren nach Anspruch 1 8 oder 1 9. dadurch gekennzeichnet, daB die Fibrinogenlosung durch e-Aminocapron- 
saure stabilisiert wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daBzu einer der Zusammensetzun- 
gen, mit denen die lebenden Zellen gemischt werden, wenigstens eine Substanz zugegeben wird, die ausgewahlt 

50 istaus derGruppe umfassend Chondroitinsulfat, Proteoglykane, Sialoproteine, Wachstumsfaktoren, Hormone und 

Nucleinsauren kodierend fur Wachstumsfaktoren oder Hormone. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 21 , dadurch gekennzeichnet, daB zu einer der Zusammensetzun- 
gen, mit denen die lebenden Zellen gemischt werden, wenigstens eine Substanz zugesetzt wird, die ausgewahlt 

55 ist aus der Gruppe umfassend biologische Kollagengele, Gelatine, Alginate, Agarose, Polysaccharide, syntheti- 

sches Kollagen, Hydrogele und viskose Polymere. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB die aushartende Matrix durch 
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Losen von nicht-keramischem Hydroxylapatit-Zement in einer waBrigen Losung hergestellt wird. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daft das Knochenersatzmaterial 

in einen Mehrkomponentenapplikator, bestehend aus mehreren Containern, die auch Spritzen sein konnen, 
5 die kombiniert sind, oder 

in eine Komplettspritze mit mehreren Kammern 
gegeben wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB das Knochenersatzmaterial in 
10 einer Vorrichtung zurZubereitung und Verabreichung des Knochenersatzmaterials hergestellt wird, wobei die Vor- 

richtung folgende Merkmale umfasst 

a) eine Mischkammer mit einer AuslaBoffnung, durch die das Gemisch austreten kann, 

15 b) einen in die Mischkammer fuhrenden ersten Zuleitungskanal (Hauptkanal) und 

c) einen oder mehrere in die Mischkammer fuhrende weitere Zuleitungskanale (Nebenkanale), 

wobei das Ende des Nebenkanals/die Enden der Nebenkanale in der Mischkammer so angeordnet sind, daf3 aus 
20 dem Nebenkanal/den Nebenkanalen in die Mischkammer eintretendes Material in den aus dem Hauptkanal in die 

Mischkammer eintretenden Materialstrom eindringen kann. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gezeichnet, daB bei der Vorrichtung der Inndendurchmesser des Hauptka- 
nals wenigstens 1 mm betragt. 

25 

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB bei der Vorrichtung der Innendurchmesser 
des Nebenkanalslder Nebenkanale hochstens 1 ,5 mm betragt. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 25 bis 27, dadurch gekennzeichnet, daB die Vorrichtung 3 bis 5 Neben- 
30 kanale umfaBt. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 25 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB bei der Vorrichtung die Enden 
der Nebenkanale in der Mischkammer im wesentlichen symmetrisch um das Ende des Hauptkanals in der Misch- 
kammer herum angeordnet sind. 

35 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 25 bis 29, dadurch gekennzeichnet, daB bei der Vorrichtung sich das Ende 
des Nebenkanals/die Enden der Nebenkanale in der Mischkammer mit der gedachten Verlangerung des Haupt- 
kanals in der Mischkammer uberschneiden. 

40 31 . Verfahren nach einem der Anspruche 25 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daB bei der Vorrichtung mit den Zu- 
leitungskanalen Vorratsbehaltnisse verbunden sind, aus denen der Inhalt der Vorratsbehaltnisse in die Zuleitungs- 
kanale abgegeben werden kann. 

32. Verfahren nach Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, daB bei der Vorrichtung die Vorratsbehaltnisse Spritzen 
45 sind. 

Claims 

50 1 . A bone substitute material comprising at least the following components: 

a) a soft matrix comprising fibrin or fibrinogen, 

b) living cells, 

c) a setting matrix comprising non-ceramic hydroxyapatite cement. 
2. A bone substitute material as claimed in claim 1 , wherein the soft matrix comprises thrombin. 
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3. A bone substitute material as claimed in claim 2, wherein the soft matrix comprises e-aminocaproic acid or aprotinin. 

4. A bone substitute material as claimed in any of the preceding claims, wherein the soft matrix comprises at least 
one substance which is selected from the group comprising chondroitin sulfate, proteoglycans, sialoproteins, 
growth factors, hormones and nucleic acids coding for growth factors or hormones. 

5. A bone substitute material as claimed in any of the preceding claims, wherein the soft matrix comprises at least 
one substance selected from the group comprising biological collagen gels, gelatin, alginates, agarose, polysac- 
charides, synthetic collagen, hydrogels and viscous polymers. 

6. A bone substitute material as claimed in any of the preceding claims, wherein at least one essential part of the 
living cells are osteoblasts or their precursor cells. 

7. A bone substitute material as claimed in any of the preceding claims, which additionally comprises living angiogenic 
15 cells. 

8. A bone substitute material as claimed in claim 7, wherein the angiogenic cells are endothelial cells ortheir precursor 
cells. 

20 9. A bone substitute material as claimed in any of the preceding claims, wherein the setting matrix comprises at least 
one substance which binds together by crystallization to give hydroxyapatite. 

10. A bone substitute material as claimed in any of claims 1 to 9, wherein the setting matrix comprises PGLA. 

25 11. A bone substitute material as claimed in any of the preceding claims, wherein the setting matrix solidifies within 
15 minutes. 

12. A bone substitute material as claimed in any of the preceding claims, wherein it is provided 

in a multiple syringe consisting of a plurality of syringes which are combined, or 
30 in a complete syringe with a plurality of chambers. 

13. A process for producing a bone substitute material comprising a soft matrix, living cells and a setting matrix as 
claimed in any of claims 1 to 12, which comprises the following features: 

35 a) preparation of living cells, 

b) mixing of the living cells with a composition which comprises constituents to form a soft matrix, and 

c) mixing of the living cells with a composition which comprises a setting material. 

40 

14. A process as claimed in claim 13, wherein initially the living cells are mixed with the composition which comprises 
constituents to form a soft matrix, and then the living cells embedded in the soft matrix are mixed with the compo- 
sition which comprises a setting material. 

45 15. A process as claimed in claim 13 or 14, wherein the living cells are obtained by a bone biopsy or bone marrow 
aspiration. 

16. A process as claimed in any of claims 1 3 to 15, wherein the living cells are cultivated in vitro before step b) and c). 

50 17. A process as claimed in any of claims 13 to 16, wherein at least part of the living cells are osteoblasts or their 
precursor cells. 

18. A process as claimed in any of claims 1 3 to 1 7, wherein the soft matrix is produced by bringing a fibrinogen solution 
and a thrombin solution into contact. 
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19. A process as claimed in claim 1 8, wherein the fibrinogen is initially dissolved in osteoblast medium or physiological 
saline (0.9% NaCI) or phosphate- buffered saline (PBS). 
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20. A process as claimed in claim 1 8 or 1 9. wherein the fibrinogen solution is stabilized by e-aminocaproic acid. 

21 . A process as claimed in any of claims 1 3 to 20, wherein at least one substance selected from the group comprising 
chondroitin sulfate, proteoglycans, sialoproteins, growth factors, hormones and nucleic acids coding for growth 
factors or hormones is added to one of the compositions with which the living cells are mixed. 

22. A process as claimed in any of claims 1 3 to 21 , wherein at least one substance selected from the group comprising 
biological collagen gels, gelatin, alginates, agarose, polysaccharides, synthetic collagen, hydrogels and viscous 
polymers is added to one of the compositions with which the living cells are mixed. 

23. A process as claimed in any of claims 13 to 22, wherein the setting matrix is produced by dissolving non-ceramic 
hydroxy apatite cement in an aqueous solution. 

24. A process as claimed in any of claims 13 to 23, wherein the bone substitute material is put 

15 into a multicomponent applicator consisting of a plurality of containers, which may also be syringes, which 

are combined, or 

into a complete syringe with a plurality of chambers. 

25. A process as claimed in any of claims 13 to 23, wherein the bone substitute material is produced in a device for 
20 preparing and administering the bone substitute material, wherein the device comprises the following features: 

a) a mixing chamber with an outlet opening through which the mixture can emerge, 

b) a first supply channel (main channel) leading into the mixing chamber and 

c) one or more other supply channels (subsidiary channels) leading into the mixing chamber, 

25 

where the end of the subsidiary channel/the ends of the subsidiary channels are arranged in the mixing chamber 
so that material entering the mixing chamber from the subsidiary channel/subsidiary channels can penetrate into 
the material stream entering the mixing chamber from the main channel. 

30 26. A process as claimed in claim 25, wherein in the device the internal diameter of the main channel is at least 1 mm. 

27. A process as claimed in claim 25 or 26, wherein in the device the internal diameter of the subsidiary channel/ 
subsidiary channels is not more than 1 .5 mm. 

35 28. A process as claimed in any of claims 25 to 27, wherein the device comprises 3 to 5 subsidiary channels. 

29. A process as claimed in any of claims 25 to 28, wherein in the device the ends of the subsidiary channels in the 
mixing chamber are arranged essentially symmetrically around the end of the main channel in the mixing chamber. 

40 30. A process as claimed in any of claims 25 to 29, wherein in the device the end of the subsidiary channel/the ends 
of the subsidiary channels in the mixing chamber intersect with the imaginary extension of the main channel in the 
mixing chamber. 

31 . A process as claimed in any of claims 25 to 30, wherein in the device the supply channels are connected to storage 
45 containers from which the contents of the storage containers can be delivered into the supply channels. 

32. A process as claimed in claim 31 , wherein in the device the storage containers are syringes. 



50 Revendications 



1. Materiau de substitution des os, comprenant au moins les composants suivants : 

a) une matrice molle qui contient de la fibrine ou du fibrinogene, 
55 b) des cellules vivantes, 

c) une matrice durcissante qui contient du ciment d'hydroxy-apatite non ceramique. 

2. Materiau de substitution des os suivant la revendication 1 , caracterise en ce que la matrice molle contient de la 
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thrombine. 

3. Materiau de substitution des os suivant la revendication 2, caracterise en ce que la matrice molle contient de 
I'acide e-aminocaproi'que ou de I'aprotinine. 

4. Materiau de substitution des os suivant une des revendications precedentes, caracterise en ce que la matrice 
molle contient au moins une substance qui est choisie parmi le groupe comprenant du sulfate de chondroitine, 
des proteoglycanes, des sialoproteines, des facteurs de croissance, des hormones et des acides nucleiques co- 
dant pour des facteurs de croissance ou des hormones. 

5. Materiau de substitution des os suivant I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que la matrice 
molle contient au moins une substance qui est choisie parmi le groupe comprenant des gels de collagene biolo- 
giques, des gelatines, des alginates, des agaroses, des polysaccharides, du collagene synthetique, des hydrogels 
et des polymeres visqueux. 

6. Materiau de substitution des os suivant I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'au moins une 
partie importante des cellules vivantes est formee d'osteoblastes ou de leurs cellules precurseurs. 

7. Materiau de substitution des os suivant I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il contient, 
en outre, des cellules vivantes deformation de vaisseaux. 

8. Materiau de substitution des os suivant la revendication 7, caracterise en ce que les cellules de formation de 
vaisseaux sont des cellules endothelials ou des cellules precurseurs de celles-ci. 

9. Materiau de substitution des os suivant I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que la matrice 
durcissante contient au moins une substance qui, par cristallisation, se combine en hydroxy apatite. 

10. Materiau de substitution des os suivant I'une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que la matrice durcissante 
contient du PGLA. 

11. Materiau de substitution des os suivant I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que la matrice 
durcissante se solidifie en I'espace de 15 minutes. 

12. Materiau de substitution des os suivant I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est prepare 

dans une seringue multiple constitute de plusieurs seringues qui sont combinees, ou 
dans une seringue complete comportant plusieurs compartiments. 

13. Procede de preparation d'un materiau de substitution des os comprenant une matrice molle, des cellules vivantes 
et une matrice durcissante suivant I'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce qu'il presente les particu- 
lates suivantes : 

a) une preparation de cellules vivantes, 

b) un melange de cellules vivantes avec une composition qui contient des elements deformation d'une matrice 
molle, et 

c) un melange des cellules vivantes avec une composition qui contient une matiere durcissante. 

14. Procede suivant la revendication 13, caracterise en ce que Ton melange tout d'abord les cellules vivantes avec 
la composition qui contient des elements de formation d'une matrice molle, et ensuite les cellules vivantes noyees 
dans la matrice molle avec la composition qui contient une matiere durcissante. 

15. Procede suivant I'une des revendications 13 et 14, caracterise en ce que les cellules vivantes sont obtenues par 
une biopsie osseuse ou par aspiration de moelle osseuse. 

16. Procede suivant I'une des revendications 13 a 15 caracterise en ce que les cellules vivantes sont cultivees in 
vitro avant I'etape b) et c). 

17. Procede suivant I'une des revendications 13 a 16, caracterise en ce qu'au moins une partie des cellules vivantes 
sont des osteoblastes ou des cellules precurseurs de ceux-ci. 
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18. Procede suivant Tune des revendications 13 a 17, caracterise en ce que la matrice molle est preparee par mise 
en contact d'une solution de fibrinogene et d'une solution de thrombine. 

19. Procede suivant la revendication 18, caracterise en ce que le fibrinogene est tout d'abord dissous dans un milieu 
d'osteoblastes ou une solution saline physiologique (0,9% de NaCI) ou une solution saline tamponnee au phos- 
phate (PBS). 

20. Procede suivant Tune des revendications 1 8 et 1 9, caracterise en ce que la solution de fibrinogene est stabilisee 
par de I'acide e-aminocaproique. 

21. Procede suivant Tune des revendications 13 a 20, caracterise en que, a une des compositions avec lesquelles 
les cellules vivantes sont melangees, on ajoute au moins une substance qui est choisie parmi le groupe comprenant 
du sulfate de chondroitine, des proteoglycanes, des sialoproteines, des facteurs de croissance, des hormones et 
des acides nucleiques codant pour des facteurs de croissance ou des hormones. 

22. Procede suivant I'une des revendications 1 3 a 21 , caracterise en ce que, a une des compositions avec lesquelles 
les cellules vivantes sont melangees, on ajoute au moins une substance qui est choisie parmi le groupe comprenant 
des gels de collagene biologiques, des gelatines, des alginates, des agaroses, des polysaccharides, du collagene 
synthetique, des hydrogels et des polymeres visqueux. 

23. Procede suivant I'une des revendications 1 3 a 22, caracterise en ce que la matrice durcissante est preparee par 
dissolution de ciment d 1 hydro xyapatite non ceramique dans une solution aqueuse. 

24. Procede suivant I'une des revendications 13 a 23, caracterise en ce que le materiau de substitution des os est 
verse 

dans un applicateur a plusieurs composants, constitue de plusieurs conteneurs qui peuvent aussi etre des 
seringues qui sont combinees, ou 

dans une seringue complete comportant plusieurs compartiments. 

25. Procede suivant I'une des revendications 13 a 23, caracterise en ce que le materiau de substitution des os est 
prepare dans un dispositif de preparation et d'administration du materiau de substitution des os, le dispositif pre- 
sentant les particularites suivantes : 

a) un compartiment de melange avec une ouverture de sortie par laquelle le melange peut sortir, 

b) un premier canal d'admission menant dans le compartiment de melange (canal principal), et 

c) un ou plusieurs autres canaux d'admission menant dans le compartiment de melange (canaux secondares), 

la ou les extremites du ou des canaux secondaires etant agencees dans le compartiment de melange de 
facon que de la matiere entrant dans le compartiment de melange a partir du ou des canaux secondaires puisse 
penetrer dans le courant de matiere entrant dans le compartiment de melange a partir du canal principal. 

26. Procede suivant la revendication 25, caracterise en ce que, dans le dispositif, le diametre interne du canal principal 
est d'au moins 1 mm. 

27. Procede suivant I'une des revendications 25 et 26, caracterise en ce que, dans le dispositif, le diametre interne 
du ou des canaux secondaires est d'au maximum de 1 ,5 mm. 

28. Procede suivant I'une des revendications 25 a 27, caracterise en ce que le dispositif comporte 3 a 5 canaux 
secondaires. 

29. Procede suivant I'une des revendications 25 a 28, caracterise en ce que, dans le dispositif, les extremites des 
canaux secondaires dans le compartiment de melange sont agencees sensiblement symetriquement autour de 
Textremite du canal principal, dans le compartiment de melange. 

30. Procede suivant I'une des revendications 25 a 29, caracterise en ce que, dans le dispositif, la ou les extremites 
du ou des canaux secondaires dans le compartiment de melange croisent la prolongation imaginaire du canal 
principal dans le compartiment de melange. 
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31. Procede suivant Tune des revendications 25 a 30, caracterise en ce que, dans le dispositif, des recipients de 
reserve, a partir desquels le contenu des recipients de reserve peut etre amene dans les canaux d'admission, 
sont en communication avec les canaux d'admission. 

32. Procede suivant la revendication 31 , caracterise en ce que, dans le dispositif, les recipients de reserve sont des 
seringues. 



18 



EP 1 231 947 B1 

Fiqur I 
Fertigspritze mit 3 Kanunern 

' L *o 
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Figur 2 



Stoffwechseltest MTS 
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Figur 3 



Mischvorrichtung 
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Figur 4 



Halter fur Injektionssysteme 
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